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Prufurigsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(5$) Verfahren zur Herstellung komplexer multienzymatischer lagerstabiler Reaktionsgemische und deren 
Verwendung 

(57) Es wird eln Verfahren und dessen Verwendung beschrie- 
ben zur Herstellung komplexer multienzymatischer lagersta- 
biler Reaktionsgemische fur die Synthese, Modifizterung 
oder Analyse von Polypeptiden und gegebenenfalls Nuklein- 
sauren, das dadurch gekennzeichnet 1st, daS 

a) native oder artifizielle enzymatisch aktive Proteingemi- 
sche mit Reaktionspuffern, Cofaktoren und Substraten an- 
wendungsfertig lagerstabil aufbereitet warden, wobei ledig- 
iich anwenderspezifische Schiusselkomponenten (z. B. 
mRNS) fur den Start der gewunschtan enzymatischen 
Reaktion(en) fehlen, indern den Reaktionsgemischen in 
Losung ein Stabilisiarungsmittel zugefuhrt wird, welches 
einerseits die Reaktionsfahigkeit des multienzymatischen 
Systems erhoht bzw. nicht beeintrachtigt und andererseits 

£ die instabifen Reaktionskomponenten vor dem Verlust ihrer 
biologischen Aktivitat bzw. ihrer biologisch aktiven Struktur 
wahrend der Lagerstabilmachung und Lagerung schutzt, 

b) die Reaktionsgemische durch Vakuumtrocknung lagersta- 
bii gernacht werden und dann dauerhaft ohne Aktivitatsver- 
Just bei 4°-10°C oder gegebenenfalls unter Verwendung 
eines inerten Gases oder von mineralischem Ol auch bei 
Raumtemperatur gelagert werden konnen, 

c) der Anwender die anwendungsfertigen Reaktionsgemi- 
sche vor dem Gebrauch Jediglich durch die Zugabe des 
Ursprungvolumens H-O rekonstruiert und die gewunschte(n) he ■ 
enzymatische(n) Reaktion(en) durch die Zufuhrung des oder 
der anwenderspezrfischen Schlusselkomponenten startet. 

Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 
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Beschreibung 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung komplexer multienzyraatischer lagerstabiler 
Reaktionsgemische aus nativen und gegebenenfalls artifiziellen enzyniatisch aktiven Proteingemischen, die 
anwendungsf ertig komplettiert sind und ohne Aktivitatsverlust bei 4° — 10°C oder gegebenenfalls bei Raumtem- 
peratur gelagert werden konnen, sowie die Verwendung dieser Reaktionsgemische fiir die Synthese, Modifizie- 
rung oder Analyse von Polypeptiden und Nukleinsauren. 

Die Verwendung von Zellextrakten und Enzymgemischen zur Untersuchung komplexer biochemischer Reak- 
tionsablaufe spielt eine zentrale Rolle in der Molekularbiologie, Biochemie und molekularen Diagnostic 

Die zellfreie Proteinbiosynthese mit Hilfe von Lysaten aus Weizenkeimen, Kaninchen-Retikulocyten oder 
Escherichia coIi-Zellen ist eine Schlusselmethode bei der Erforschung von grundlegenden Mechanism en der 
Synthese, Faltung und posttranslationalen Reifung von Proteinen und Polypeptiden. Probleme des intrazellula- 
ren Targetings und der Reifung von Proteinen und anderen Biomolekulen werden mit Hilfe von Mikrosomen 
(ER-haltige Zellfraktion), isolierten Mitochondrial, Chloroplasten oder Zellkernextrakten untersucht 

Neben Anwendungen aus der Grundlagenforschung gewinnen multienzymatische Zellextrakte fiir die Pro- 
teinbiosynthese zunehmend Bedeutung fiir die Ldsung praparativ-synthetischer bzw. diagnostischer Zielstellun- 
gen (21; 22). Die in- vitro Translation im semipraparativen MaBstab ist ein vielversprechendes Werkzeug fiir die 
Synthese von Proteinteilstucken zur Kartierung von Epitopen, katalytischen Zentren oder artifiziellen Antigen- 
determinanten. Auch bei den molekularbiologischen Methoden, wie der RNS-Synthese in-vitro (7), der Polyme- 
rasekettenreaktion (PCR) (2; 5) oder DNS-Sequenzierung (20), zeichnet sich ein Trend zur Verwendung multien- 
zymatischer Reaktionssysteme ab. Die Leistungsfaltigkeit und Synthesegenauigkeit von DNA- & RNS-Polyme- 
rasen kann durch die Kombination mit anderen Enzymen und Cofaktoren wie inorganische Pyrophosphatase, 
DNS-Bindungsproteine, RNase-Inhibitoren oder Exonukleasen gesteigert werden. Anspruchsvolle Anwendun- 
gen wie die Amplifikation von langen DNA-Fragmenten (> 10 kb) mit hoher Synthesegenauigkeit (LA-PCR), 
ausgehend von genomischer DNA, werden erst durch die Kombination von mehreren DNS-Polymerasen mit 
verschiedenen Eigenschaf ten moglich (2; 5). 

Der breiten Anwendung von komplexen multienzymatischen Reaktionssystemen sind in der angewandten 
Forschung und der Diagnostik noch enge Grenzen gesetzt, weil nach dem gegenwartigen Stand der Technik 
Probleme der Stabilitat, der einfachen Handhabung und damit der Reproduzierbarkeit nur unzureichend gelost 
sind. Der entscheidende Nachteil von komplexen multienzymatischen Reaktionssystemen gegenQber Reaktions- 
gemischen mit Einzelenzymen besteht in ihrer komplizierten technischen Handhabung. Die kompletten Reak- 
tionsgemische mit alien Enzymen, Substraten und Cofaktoren sind als waBrige Losung weder bei Raumtempera- 
tur noch bei -20°C stabiL Ein Problem, das die Stabilitat von multienzymatischen Reaktionsgemischen beein- 
trachtigt, ergibt sich aus der Tatsache, daB die optimalen Reaktionsbedingungen (pH-Wert, Ionenstarke, Art der 
Salze, Konzentration des Stabilisierungsmittels) fur die Biosynthese meist von denen abweichen, die fur die 
dauerhafte Konservierung der Enzymkomponenten und Cofaktoren optimal sind (10; 12; 18). AuBerdem stellen 
die einzelnen Proteinkomponenten von Zellextrakten oder Enzymgemischen, je nachdem ob es sich urn losiiche 
Enzyme, fibrillare Strukturproteine, membranassoziierte Enzymkomplexe oder Nukleoproteide handelt, unter- 
schiedliche Anf orderungen an die Lagerbedingungen in Losung. Herkommlicherweise werden deshalb kommer- 
zielle Reaktionssysteme fur die in-vitro Transkription, Translation, PCR oder DNS-Sequenzierung in Form von 
Kits angeboten, in denen die Komponenten einzeln bereitgestellt werden. Im ungunstigsten Falle, wie das 
folgende Beispiel mit einem Reaktionsgemisch fur die in-vitro Translation zeigt, mussen die verschiedenen 
Komponenten eines Kits nach Erhalt getrennt unter unterschiedlichen Bedingungen gelagert werden. Dem 
Anwender obliegt die Aufgabe, fur jede Versuchsprobe den Reaktionsansatz aus einer Vielzahl von Einzelkom- 
ponenten zusammenzumischen. Dieser Vorgang ist nur schwer automatisierbar. Mit der Anzahl der Proben 
potenziert sich der Zeitaufwand und die Wahrscheinlichkeit von Fehlem, und dadurch wird die Reproduzierbar- 
keit beeintrachtigt. Oft nimmt die Vorbereitung der Reaktionsgemische mehr Zeit in Anspruch als die eigentli- 
che Versuchsdurchfuhrung. 

Beispielhaft laBt sich diese Problematik anhand der Zusammensetzung der Reaktionsgemische fur die in-vitro 
Translation mit Hilfe zellfreier Extrakte darstellen: 
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Ausgangskomponenten 


Konz.- 


Lagertemperatur 




Faktor 




1. Mastermix (HEPES-KOH, ATP, GTP, DTT, 


12.5 X 


-20°C 








2 Aminosauremixfl9L-Aniinosauien T 2.5inM) 


50 X 


4°C 


3. Hefe-tRNS ( 125 mg/ml) 


25 X 


-70°C-85°C 


4. RNAse-Inhibitor 




-20°C 


5. Zellextrakt (zellfreies Lysat, DTT, K-azetat, Mg- 


3X 


-85°C 


azetat, Kreatinphosphokmase, HEPES-KOH) 







10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



SO 



55 



60 



65 



Aufgrund der verschiedenen Temperaturanforderungen von -85°C, -20°C und 4°C ist der tecnmsche 
Aufwand fiir die Lagerung und den Transport der Ausgangskomponenten des Translationsgemisches noch. Die 
Komponenten 1 und 4 sind selbst bei konstant -20°C nur wenige Monate stabU und miissen dann durch fnsche 
Losungen ersetzt werden. Die Versendung von ZeJlextrakten und den anderen Reaktionskomponenten in 
losficher Fonn muB in Trockeneis erfolgen, urn ein Auftauen der Probe zu vermeiden. Auch die Lagerung ist 
insofern nicht unproblematisch, als daB man teure Tiefgefriertruhen. die Cblicherweise mtt flussigem Suckstoff 
betrieben werden, mittechnisch aufwendigenAbsicherungen und Alarmanlagen benotigt 

Der empfindBchste und zugleich wichtigste Teil von Reaktionsgemischen fur die m-vitro Translation sind die 
Zellextrakte, weil sie alle enzymatischen Komponenten fiir die ribosomale Proteinbiosyndiese enthaltea Der 
komplexe biochemische Reaktionsablauf der mRNS-gesteuerten Polypeptidsynthese erfordert die kooperattve 
Interaktion einer Vielzahl von Enzymen, Enzymkoraplexen und Strukturproteinen nut unterschiedlicher struk- 
tur und StabiBtat. Anders als in ZeDen, wo die Proteine des ribsomalenTranslationsapparates makromolekulare 
Komplexe Widen, die durch Interaktionen mit den filamentosen Komponenten des Zytoskeletts stabilisiert 
werden, entbalten die zellfreien translationsaktiven Extrakte kein intaktes Zytoskelett mehr. Frei in L«sung 
k5nnen die makromolekularen Enzymkomplexe sehr leicht dissoziieren und verlieren damit inre ReaktionsfaJUg- 
keiL Die einzig zuverlassige Methode fur die Konservierung von loshchen ZeUextrakten nach dem gegenwarti- 
gen Stand der Technik ist die Lagerung im tiefgefrorenen Zustand bei -80° -85°C Trotzdem ist damit erne 
Reihe von Problemen verbunden. Beim Einfrieren verUeren die Zellextrakte aus Weizenkeimen, Retikulozyten, 
Oder E. coli-ZeBen einen Teil Hirer enzymatischen Aktivitat, da durch die BUdung von WasserkrataHen viele 
Proteine irreversibel gescbadigt werden (12). Mehrf aches EinMeren und Auftauen der zellfreien Extrakte fur 
aufeinanderfolgende Anwendungen fiihrt bei Praparaten aus E. cofi und Kaninchen-Retikulozyten zum voBstan- 
digen Verlust ihrer Aktivitat, wahrend sich nach eigenen Untersuchungen die Translationsaktivitat von Weizen- 
keimextraktenum 30-50% nachjedem Einfrieren und Auftauen reduziert. . . 

Die Instabilitat von zeUfreien Extrakten gegenuber wiederfaoltem Einfrieren und Auftauen zwingt den M- 
wender zu einem unwirtschaftBchen Verbrauch dieser teuren Reaktionskomponente. FQr reproduzierbare 
Versuchsergebnisse darf jede Charge des translationsaktiven ZeBextraktes nur einmal aufgetaut werden. Die 
Aktivitatsverluste bei der Lagerung im tiefgefrorenen Zustand sind hoher, wenn man anstatt des hochkonzen- 
trierten ZeBextraktes das komplette anwendungsfertige Translationsgemisch einfnert Bereits nach einmaligem 
Einfrieren und einer Woche Lagerung verliert ein komplettes Reaktionsgemisch etwa 60% der enzymattschen 
Aktivitat, gemessen an der Endausbeute des Translationsproduktes, im Vergleich zu einem ReakUonsgemisch^ 
das frisch aus den Einzelkomponenten ziisammengestellt wurde. Offenbar spielt die Proteinkonzentrahon, die im 
unverdunnten ZeUextrakt 3-4 mal hoher ist als im fertigen Translationsgemisch, die entscheidende Rolle fur die 
StabiBtat der multienzymatischen Komponenten wShrend des Einfrierens und im tiefgefrorenen Zustand. 

Ahnlich verhalt sich die Stabilitatsproblematik bei anderen Reaktionsgemischen fur die Synthes* > und Modifi- 
zierung von Nukleinsauren. Selbst einmaliges Einfrieren in waBriger Losung deaktiviert RNS- und DNS-Poiy- 
merasen vollstandig, so daB sie nur unter Zuhilf enahme von Kryoprotektoren als Emzelenzymlosungen stabil bei 
-20°C gelagert werden konnen. Cblicherweise verwendet man Glyzerin in einer Konzentration von minde- 
stens 50% als Hilfsstoff, der die Bildung von schadlichen WasserkristaBen unterbindet Aufgrund der notwendi- 
genhohen Konzentration vohGlyzerin,odergegebenenfaUs^ 

lenglyco! oder Rinderserumalbumin, konnen Kryoprotektoren nicht fur die Tiefkuhllagenmpon komp^tten 
Reaktionsgemischen eingesetzt werden (12; 6). Die V.skositat : der resuMerenden Losungen b«>^te 
Reaktionsfahigkeit der enzymatischen Komponenten und -ist em Problem fur nachfolgende Anarysen des Reak- 
tionsgemisches. Bei Konzentrationen < 50% sinkt auch die Lagerstabilitat der Enzyme bei -20 U 

tWaschenderweise hat sich seit dem Erscheinen der ersten Veroffentlichungen Dber die zeUfreie Protem- 
biosynthese und posttranslationale Modifikation mitte der 70-iger Jahre wenig an de r Technologie zurHejs£l- 
lung^ind Konservierung von enzymatisch aktiven ZeBextrakten geandert. PnnzipieU bietet sich zu dem bereits 
beschriebenden Stand der Technik die Alternative der Lagerstabilmachung durch Gefnertrockming a£ Diese 
Methode wird vor allem zur StabUisienmg von Uposomen und Merabranfrakfionen (6), Emzelenzympraparaten 
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(1; 4; 8) oder von Reaktionsgeraischen ohne Enzymkomponente (16) angewendet, wobei spezielle Zucker oder 
andere Polyole in Kombination mit bivalenten Metallionen oder Tensiden (13; 14; 15) die Denaturierung der 
Enzyme bzw. der Membranstrukturen durch den Wasserverlust verhindern. Als besonders effektiv zur Stabili- 
sierung von Biomaterialien wahrend der Gefriertrocknung hat sich der naturliche Zucker Trehalose erwiesen 
5 (19; 9; 10). Dieser Zucker wird von einigen Organismen, den sogenannten Cryptobionten, bei extremer Trocken- 
heit in den Zellen angereichert, und sichert so die Oberlebensfahigkeit dieser Organismen bei totalem Wasser- 
verlust (17; 3> 

Die der vorliegenden Erfindung zugrundeliegenden technischen Probleme sind die Bereitstellung eines Her- 
stellungsverfahrens, das die Nachteile des Standes der Technik bezugiich der stabilen Lagerung, des Transports 

jo sowie der anwendungsfertigen Aufbereitung von multienzymatischen Reaktionsgemischen fur die DurchfQh- 
rung komplexer biochemischer bzw. molekularbiologischer Reaktionen vermeidet Insbesondere soil das Ver- 
fahren auf eine Tiefkiihlung der zu lagernden und zu transportierenden Proben verzichten kdnnen, sowie durch 
die Bereitstellung korapletter, d. h. bereits rnit alien notwendigen Reaktionskomponenten versehenen Reak- 
tionsgemische, den experimentellen Zeitaufwand fOr den Anwender erheblich reduzieren und die Reproduzier- 

15 barkeit erhohen. Die Aufgabe wird erfindungsgemaB geldst durch ein Verfahren mit den Merkmalen des 
Anspmchs 1 und 12. Die Unteransprflche betreffen spezielle Ausfiihrungsformen des erfindungsgemaBen Ver- 
fahrens. 

Die vorliegende Erfindung unterscheidet sich vom Stand der Technik zur Verwendung von Trehalose als 
Stabilisator zum ersten dadurch, daB komplette und multienzymatische Reaktionsgemische mit vielen Protein- 
20 komponenten und nicht Einzelenzyme bzw. Reaktionsteilgemische ohne enzymatische Komponenten lagersta- 
bil und anwendungsf ertig hergestellt werden kdnnen, Zweitens wurden Bedingungen gefunden, unter denen die 
Trehalose ohne weitere Hilfsstoffe ausreichende Lagerstabilitat gewahrleistet und zusatzlich die Reaktionsfa- 
higkeit des multienzymatischen Reaktionsgemisches nach Rekonstituierung erhoht 

Das erfindungsgemaB e Verfahren betrifft multienzymatische Reaktionsgemische far die zellfreie Proteinbio- 
25 synthese (in-vitro Translation). Unter verschiedenen Bedingungen wurden 50 ui-Translationsgemische vakuum- 
getrocknet und in Wasser rekonstituiert Die Reaktionsfahigkeit der so behandelten Reaktionsgemische wurde 
anhand der Translation von synthetischer Obelin-mRNA nachgewiesen. Obelin ist Lumineszensprotein mit 
einem Molekulargewicht von 20 kDa. Der Nachweis des Translationsproduktes erfolgte sowohl quantitativ iiber 
die Messung der TCA-fSllbaren radioaktiv markierten Proteine aus 5 ul des Translationsgemisches, als auch 
30 qualitativ tiber die elektrophoretische Analyse im SDS-PAG mit anschlieBender Radioautographie, nach 2 Stun- 
den Inkubation bei 25°C Es zeigte sich, daB die Proteinkomponenten des translationsaktiven Zellextraktes 
wahrend des Trocknungsprozesses vollstandig denaturieren, unabhangig davon, ob sie vorher tiefgefroren 
wurden oder nicht Die Proteine losten sich nicht mehr aus dem lyophilisierten Riickstand in Wasser auf und 
verblieben als trfiber Niederschlag im Reaktionsgemisch. Ein radioaktiv markiertes Translationsprodukt (Obe- 
35 tin) lieB sich nicht nachweisen (Abb. 1/A, Spur 4 und S\ obwohl die TCA-fallbare radioaktiv markierte Proteine 
nachgewiesen werden konnten (Abb. 1/B). Dieser Effekt beruhte auf der unspezifischen Bildung des zur radioak- 
tiven Markierung verwendeten P 5 S]L-Methionin an die denaturierten Proteine. 

Oberraschenderweise wurde gefunden, daB bereits geringe Trehalosekonzentrationen (2,5% und 59/o) ohne 
weitere Zusatzstoffe im Translationsgemisch ausreichen, die empfindlichen enzymatischen Klomponenten des 
40 zellfreien Weizenkeimextraktes zumindest teilweise vor der Denaturierung wahrend der Vakuumtrocknung und 
Rekonstituierung zu schOtzen (Abb. 1/A & 1/B). Der beste Effekt konnte mit einer Trehaloseendkonzentration 
von 10% erzielt werden. Etwa 84% der urspriinglichen Translationsaktivitat, gemessen an der Synth eseausbeu- 
te, konnten im Vergleich zur IControllreaktion mit einem frisch angesetzten Reaktionsgemisch ohne Trehalose 
nach Lyophilisation und Rekonstituierung erhalten werden. Interessanterweiser ergab sich aus den ersten 
45 Experiment en, daB der Stabilisierungseffekt der Trehalose nicht proportional mit der Konzentration im Transla- 
tionsgemisch korreliert 

In 25 ul-, 50 jil- und 100 pJ-Reaktionsgemischen mit 10% Trehalose, die entweder lyophilisiert oder einfach 
vakuumgetrocknet wurden, wurde die Kinetik der Obelintranslation nach der Rekonstituierung in Wasser 
bestimmt und mit der Synthesekinetik in der Kontroilreaktion verglichen. Als Kontrollreaktion diente jeweils 

50 ein frisch angesetztes Translationsgemisch ohne Trehalose mit gleichem Reaktionsvolumen. Zur Bestimmung 
der Translationskinetik von Obelin wurden in bestimmten Zeitabstanden 3 u,I-Proben dem Translationsgemisch 
eninommen und darin die TCA-fallbare radioaktiv markierte Proteinfraktion quantifiziert (in cpm). Es zeigte 
sich, daB bei den 25 uJ-Reaktionsansatzen die Kinetiken der Obelinsynthese in den unterschiedlich behandelten 
Translationsgemischen nicht signifikant voneinander bzw. von der Kinetik der Kontrollreaktion abwichen 

55 (Abb. 2). Das heiBt mit anderen Worten, daB 25 uJ-Translationsgemische ohne Verlust ihrer ursprtinglichen 
Reaktionsfahigkeit lagerstabil durch Vakuumtrocknung gemacht bzw. rekonstituiert werden konnen, wobei es 
keine Rolle spielt ob sie vorher in einem Alkohol/Trockeneisbad schockgefroren werden. 

Im Gegensatz dazu beeinfluBten bei 50 ul- und 10O ul-Translationsgemischen die Bedingungen der Lagersta- 
bilmachung die Eff ektivitat der Konservierung der Translationsaktivitat (Abb. 3/A & 3/B). 

6o Die Unterschiede sind sowohl im Verlauf der Kinetiken als auch in der Differ enz der der Syntheseausbeute 
des radioaktiv markierten Translationsproduktes nach 2 Stunden inkubation zu erkennen. Bei der Lagerstabil- 
machung der 50 uJ- Reaktionsgemische durch einfache Vakuumtrocknung (2^ Stunden) gingen etwa 40% der 
urspriinglichen Translationsaktivitat im Vergleich zur Kontrollreaktion verloren, Ein Einfrieren der Proben bei 
— 50° C vor der Vakuumtrocknung (Lyophilisation) vermindert drastisch den Aktivitatsverlust der 50 uJ-TransIa- 

65 tionsgemische wahrend des Trocknungsprozesses. Die Translationsaktivitat der rekonstituierten lyophilisierten 
Reaktionsgemische betragt nahezu 100% im Vergleich zur Kontrollreaktion in einem frischen Translationsge- 
misch ohne Trehalose. Ahnlich verhalt es sich mit den 100 ul-Translationsgemischen (Abb. 3/B). 

Oberraschenderweise stimulierte die Trehalose in der gleichen Konzentration, die auch die beste Konservie- 

4 
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rung der Reaktionsfahigkeit wahrend der Lagerstabilmachung und Rekonstituierung ^wahrieBtet. die m-vitro 
Translation in unbehandelten frisch an gesetzten 50 ul- und 100 uI-Reaktionsgemischen i (Abb. .3/A & 
Syntheseausbeuten Iagen etwa urn 10-20% hoher als in den entsprechenden Kontrollreaktionen ohne Trehalo- 
se. Ein positiver Effekt von Trehalose auf die ribosomale Proteinbiosynthese war bisher ™befouint. _FUr das 
erfindungsgemaBe Verfahren ist die Erhohung der Translationsaktivitat von zellfreien Extrakten durch Trehalo- 
se besonders relevant, da dadurch der Aktivitatsverlust von 1 0-20% (vergleiche die entsprechenden Kineuken 
in Abb. 3/A & 3/B), der auch bei Lyophilisation der Translationsgemische eintntt, wieder ausgeglichen wird. So 
zeigen die rekonstituierten lagerstabilen Reaktionsgemische die gleiche Translatioiisaktivitat wie die nach dem 
Stand der Technik aus Einzelkomponenten frisch zusammengesteUten Translationsgemische ohne Trehalose. 

Ein entscheidender Vorteil des erfindungsgemaBen Verfahrens ist die Ugerstabihtat der lyophilisierten 
anwendungsfertigen Reaktionsgemische. Es wurden mehrere komplette 100 ul-Translat ^^gemBche unter Zu- 
gabe von 10% Trehalose lyophilisiert, dann luftdicht verschlossen und 1 bzw. 2 Wochen bei 4 -8 C im 
normalen Kuhlschrank, bzw. bei Raumtemperatur (25°Q aufbewahrt Danach wurden die lyophihsierten Reak- 
tionsgemische wieder in Wasser rekonstituiert, die Kinetik der Obelintransladon bestimmt und mit Translations- 
kinetik in einem frischen Reaktionsgemisch verglichen (Abb. 4). Die Ergebnisse demonstnere^ daB die Transla- 
tionsaktivitat der lagerstabil gemachten Reaktionsgemische nicht durch die Lagerung bei 4-8 C beeintrachttgt 
werden. Die Lagerung der lyophilisierten Translationsgemische bei RTfuhrte allerdings zu eraem starken Abfall 
der Reaktionsfahigkeit Die Ursache dafur besteht darin, daB die hygroskopischen Azetat-Salze aus dem Trans- 
lationspuffer nicht in die amorphe Glasmasse der Trehalose eingeschlossen werden. sondera sich als flockiger 
Riickstand darflber ablagern. Dieser Ruckstand zieht das Wasser aus der daruber liegenden Luftsaule an, so daB 20 
das getrocknete Translationsgemisch durchfeuchtet wird Ein zu hoher Wassergehak ^ me >^emperatur 
> 10°C setzt enzymatische Abbauprozesse in Gang, die instabile Substrate wie ATP und GTP und auch 
empfindliche enzymatische Komponenten deaktivieren. Dadurch verloren die getrockneten Transladonsgenn- 
sche bereits nach einer Woche Lagerzeit bei Raumtemperatur bis zu 70% ihrer Ausgangsaktmtat Dieser 
Aktivitatsverlust konnte nicht durch Zugabe von frischem ATP und GTP bei der Rekonstitution des Transte- 25 
tionsgemisches ausgeglichen werden. ErfindungsgemaB kann dieses Problem geI5st werden, mdem die lyophili- 
sierten Reaktionsgemische rait einem inerten Gas uberschichtet werden. . 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ermdglicht so die anwendungsfertige Aufbereitung von nativen und artifi- 
ziellen enzymatisch aktiven Proteingemischen mit Reaktionspuffem, Cofaktoren und Substraten m dem: 



— den Reaktionsgemischen in waBriger Ldsung ein Stabilisierungsmittel, welches eraerseits die Reaktions- 
fahigkeit des multienzymatischen Systems erhdht bzw. nicht beemtrachtigt und andererseits die ratabilen 
Reakdonskomponenten vor dem Verlust ihrer biologischen Aktivitit bzw. ihrer biologischen Struktur 
wahrend der Lagers tabilmachungung Lagerung schQtzt, 

— ggf. nach Einfrieren 

— diese vakuumgetrocknet werden, 

— ggf. eine Oberschichtung mit inertem Gas oder mineralischem Ol erfolgt 

Die so erhaltenen lagerstabilen Reaktionsgemische werden erfindungsgemaB nach Rekonstituierung in Was- 
ser durch Zuffihrung von anwenderspezifischen Schlusselkomponenten je nach gewunschter enzymatischer 
Reaktion fiir die Synthese, Modifizierung oder Analyse von Polypeptiden oder ggf. Nukleinsauren emgesetet 

Die erfindungsgemaB hergestellten komplexen multienzymatischen Reaktionsgemische haben den Vorteil, 
daB sie bei 0-10°C oder ggf. nach Oberschichtung mit einem inerten Gas bei Umgebiingstemperattir 
(20-30° Q stabil gelagert und transportiert werden konnen. Dadurch entfailt der technisch und HnanzieU hohe 
Aufwand fiir die Anschaffung und Unterhalmng einer riefkiihlausriisUing, wie sie nach dem herkommhchen 
Stand der Technik notwendig 1st. Ihr zweiter entscheidender Vorteil besteht darm, daB sie anwend«mgsf ertg mit 
alien notwendigen Reakdonskomponenten aufbereitet sind, so daB der Anwender die gewunschte Reaktion nur 
durch die Zugabe einer, maximal von zwei, Schlusselkomponenten starten kann. Das ermoghcht die Umgehung 
der Nachteile des Standes der Technik bezuglich: 

— der simultane Durchfiihrung einer groBen Zahl von Parallelversuchen, 

— einer hohen Reproduzierbarkeit der enzymatischen Reaktionen, 

— einesminimalenZeitaufwandzurVersuchsvorbereitung, . , „ 

— der Vermeidung von Fehlern bei {Composition von Reaktionsgemischen aus vielen Komponenten, 

— der Automatisierung komplexer biochemischer multienzymatischer Reaktionsablaufe. 

Die Erfindung soil nachstehend an einem Beispiel naher erlautert werden. 

Ausfuhrungsbeispiel 

1. Herstellung eines translationsaktiven Reaktionsgemisches auf der Basis eines Weizenkeimlysats unter 

Verwendung des Stabilisierungsmittels Trehalose 

1.1 Herstellung eines anwendungsfertigen lagerstabilen Translationsgemisches aus Einzelkomponenten 

Auf einem Eisbad bei 0° -4'C wird das anwendungsfertige Translationsgemisch in einem 1-5 ml Eppendorf- 
ReaktionsgefaB aus folgenden Einzelkomponenten zusammenpipettiert: 
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a) 4 pi Mastermix, bestehend aus 312 mM HEPES-KOH pH 7.6, 123 mM ATP, 1.25 raM GTP, 100 mM 
Kreatinphosphat, 3.12 mM und 25 mM DTT; 

b) 2 ill Aminosauremix, bestehend aus 23 mM von 19 natiirlichen L-Aminosauren ohne L-Methionin 
(Alternativ dazu kann auch L-Leucin oder L-Lysin fehlen, je nachdem welche der Aminosauren zur Markie- 

5 rung des Translationsproduktes eingesetzt wird); 

c) 16 pITranslationspuffer, bestehend aus 120 mM K-azetat, 5 mM Mg-azetat und 30 Gew.-°/o Trehalose; 

d) 3 u.1 RNase-freies Wasser (Millipore-1 8 MQ); 

e) 2 jil Kreatinphosphokinase-Losung (1.125 mg/ml); 
0 2 fil Hefe-tRNS (125 rag/ml); 

lo g) 2 ul RNSse-Inhibitor (40—200 U); 

h) 16 u! Weizenkeimextrakt, bestehend aus Weizenkeimlysat mit einer Konzentration von 90 A 2 8o/mJ, 40 
mM HEPES-KOH pH 7.6, 120 mM K-azetat, 5 raM Mg-azetat und 6 mM DTT. 

Das Endvolumen des fertigen Translationsgemisches betragt 50 ul Fur die Herstellung von 25 bzw. 100 fxl 
15 Translationsgemischen raussen die Volumina der Ausgangskomponenten proportional verkleinert oder vergrd- 
Bert werden. 

1.2 Lagerstabilmachung derTransIationsgemische 

20 Die Komponenten der Translationsgemische werden vorsichtig im ReaktionsgefaB durchmischt und durch 
eine Impulszentrifugation am Boden des GefaBes gesammelt. Unmittelbar danach werden die ReaktionsgefaBe 
mit den Translationsgemischen bei geoffnetem Deckel in einem Alkohol/Trockeneisbad (— 50°C) schockgefro- 
ren. Nach einer weiteren Minute werden die ReaktionsgefaBe in eine Zentrifuge mit angeschlossener Vakuum- 
pumpe und Ktthlfalle (SpeedVac oder vergleichbare Gerate) ubertragen und bei konstant 30°C vakuumgetrock- 

25 net. Translationsgemische mit einem Endvolumen < 30 uJ werden ohne vorheriges Schockfrieren vakuumge- 
trocknet Die Zentrifugation wahrend der Vakuumtrocknung sorgt dafur, daB sich die enzymatischen und 
nichtenzymatischen Komponenten des Translationsgemisches am Boden des ReaktionsgefaBes sammeln und 
tropfenformig in die glasartige Masse der Trehalose versintert werden. 

Nach 23 bis 3 Stunden wird der TrocknungsprozeB beendet, indem man die Vakuumzentrifuge vorsichtig 

30 beluftet Der LufteinlaB an der Zentrifuge ist mit einem Sterilfilter zu versehen, urn die Kontamination der 
getrockneten Reaktionsgemische mit mikrobiellen Keimen zu verhindern. Die ReaktionsgefaBe mit den einge- 
trockneten Translationsgemischen werden unter sterile n Bedingungen aus der Zentrifuge entfernt und unmittel- 
bar danach luf tdicht verschlossen. 

In diesem Zustand werden die getrockneten Translationsgemische bei 0°C— 10°C ira KGhlschrank stabil 

35 gelagert werden. Zur Lagerung bei Temperaturen zwischen 20° — 30° C werden die getrockneten Reaktionsge- 
mische mit Stickstoff oder einem anderem inertem Gas, unmittelbar nachdem die noch off enen ReaktionsgefaBe 
aus der Vakuumzentrifuge entnommen wurden, uberschichtet 

13 Rekonsthuierung der vakuumgetrockneten Translationsgemische und Durchfiihrung der in- vitro Translation 

40 

Vor der Durchfuhrung der in-vitro Translation werden die vakuumgetrockneten Reaktionsgemische mit 
Wasser in Losung gebracht. Zunachstwerden die vakuumgetrockneten Translationsgemische auf Eis gestellL In 
Abhangigkeit vom jeweiligen Reaktionsendvoiumen werden genau definierte Volumen Wasser auf die vakuum- 
getrockneten ROckstande pipettiert. Fur einen 50 fil-Translationsansatz entspricht das einem Volumen von 32 uJ, 
45 fur 25 \xl- und 100 ul-Translationsansatze entsprechend 16 jii und 64 \il Durch vorsichtiges Mischen wird der 
glasartige Trehalosetropfen mit den Reaktionskomponenten vollstandig aufgeiost. Wahrend der Aufldsung 
sollten die Translationsgemische von Zeit zu Zeit immer wieder auf Eis gestellt werden, urn sie kQhl zu halten. 
Insgesamt niramt die Oberfuhrung der lagerstabilen Translationsgemische in Losung nicht mehr als 5 Minuten 
ein. 

50 Die Transiationsreaktion wird durch die Zugabe von 4 ul (1 jxg/ji!) mRNS-Losung, bzw. entsprechend 2 oder 
8 ui mRNS-Losung fur die Reaktionsvolumina 25 und 100 uJ, und 1 uJ bzw. 0^ oder 2 jil p 5 S]L-Methionin 1000 
Ci/mmol gestartet. Die angegebenen Mengen der mRNS beziehen sich auf das im Fallbeispiel translatierte 
Lumineszensenzym Obelin. Fur andere Proteine muB die optimale mRNS-Menge jeweils empirisch in Titra- 
tionsversuchsreihen im Bereich von 1 — 10 \ig fiir einen 50 uJ Translationsansatz bestimmt werden, wobei aber 

55 das Volumen der zugegebenen RNS-Losung konstant bleiben muB. Nach der Zugabe der mRNS und der 
radioaktiv-markierten Aminosaure werden die Translationsgemische kurz durchmischt, durch eine Impulszen- 
trifugation am Boden des GefaBes gesammelt, und dann bei 25° C in einem Thermostat inkubiert Nach 0, 15, 30, 
60, 90, 120 und 180 Minuten werden jeweils 2 p.l-Proben den Reaktionsgemischen entnommen, auf Filterscheiben 
aus Whatman 3 MM-Chromatographiepapier aufgetropft und an der Luft getrocknet Der Nachweis des 

60 radioaktiv markierten Translationsproduktes Obelin erfolgt auf herkommliche Weise durch eine Trichloressigs- 
aurefallung der Proben auf dem Filterpapier und anschiieBender Waschung der gefallten Proben in eisgekQhlter 
5% Trichloressigsaure und Aceton. Zur Bestimmung der saurefallbaren Radioaktivitat (in cpra) als MaB fur die 
Menge des synthetisierten Translationsproduktes werden dann die Filterscheiben mit den behandelten Proben 
in 3 ml eines entsprechenden Scintillationsgemisches getaucht und auf einem entsprechenden Scintillationscoun- 

65 ter verraessen. Die Entnahme von Proben aus dem Translationsgemisch zu verschiedenen Zeitpunkten ermog- 
licht die Bestimraung der Kinetik des Translationsprozesses. Alternativ dazu kann der Nachweis des Transla- 
tionsproduktes auch qualitativ durchgefiihrt werden, indem die Proben auf einem 12% SDS-PAG aufgetrennt 
und das markierte Translationsprodukt anschlieBend durch direkte Radioautographie mit einem Rontgenfilra 

6 
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Translationsgemische ohne Trehalose fiir die Kontrollreaktion zum Nachweis des Einflusses des Stabihsie- 
rungsmittels auf die Translationsaktivitat und Lagerstabilitat der Translationsgemische werden entsprecnend 
dem obigen Schema angesetzt, allerdings unter Verwendung eines Translationspuffers (Komponente c) ohne 
Trehalose. 5 
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Patentanspniche 

1 Verfahren zur Herstellung komplexer multienzymatischer lagerstabiler Reaktionsgemische, dadurch 
eekennzeichnet, daB native oder artifizielle enzymatisch aktive Proteingemische mit Reaktionskomponen- 
ten und einem Stabilisierungsmittel, welches einerseits die Reaktionsfahigkeit des multtenzymatischen 
Systems nicht beeintrachtigt und gegebenenfalls erhoht und welches andererseits die insl abden Re**"* 
komponenten vor dem Verlust ihrer biologischen Aktivitat bzw. ihrer biologisch aktiven Struktur wahrend 
der Lagerstabilmachung und Lagerung scfautzt, in waBriger Losung kombiniert werden, gegebenenfalls 
eingefroren, durch Vakuumtrocknung und anschlieBend gegebenenfalls Cberschichtung mit einem inertem eo 
Gas Oder mineralischem Ol in einen bei 0° -10°C bzw. 20°-30°C lagerstabilen Zustand uberfuhrt werden, 
wobei die Menge des Stabilisierungsmittels zur Erhohung der Reaktionsfahigkeit des multoenzymatischen 
Reaktionsgemisches aquivalent zu der Menge ist, die fiir die Lagerstabilmachung des komplexen mulUenzy- 
matischen Reaktionsgemisches benorigt wird. . 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man als native enzymatisch aktive Proteinge- 
mische Zellextrakte oder Fraktionen aus diesen einsetzt. l.w™^.^ 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man als artifizielle enzymatisch aktive *™em- 
gemische ein Mischung aus vorgereinigten Einzelenzymem Cofaktoren und gegebenenfalls Strukturprotei- 
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nen einsetzt 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man als Reaktionskomponenten enzymatische 
und mchtenzymatische Cofaktoren, Enzymsubstrate, Nukleotide und Nukleoside oder deren Oligomere, 
Proteine, Peptide, Thiolverbindungen, RNS, DNS und gegebenenfalls Derivate jeder der obigen Substan- 
zen einzeln oder in Kombination einsetzt 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Stabilisierungsmittel ein cheraisch inerter 
Zucker oder gegebenenfalls ein Zuckergemisch ist, der oder das im getrockneten Zustand eine amorphe 
Glasmasse mit einem Restwassergehalt von nicht rnehr als 02 g HbO/g Trockenmasse bildet 

6. Verfahren nach Anspruch 1 und 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Konzentration des Stabilisierungs- 
mittels in dem anwendungsfertigen Reaktionsgemisch in waBriger Losung nicht weniger als 5 Gew.-% und 
nicht mehr als 10 Gew.-% betragt 

7. Verfahren nach Anspruch 1,5 und 6, dadurch gekennzeichnet, daB das Stabilisierungsmittel Trehalose ist 

8. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Vakuumtrocknung in einer handelsublichen 
Vakuumzentrifuge (z. B. SpeedVac) bei 30° C bis zu einem Restwassergehalt von 02 g H 2 0/g, mindestens 
aber 2J5 Stunden, durchgefiihrt wird. ( 

9. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB Reaktionsgemische mit einem Volumen > 
30 ul vor der Vakuumtrocknung bei — 50° C in einem Alkohol/Trockeneisbad oder gegebenenfalls in 
flussigem Stickstof f bei — 80° C eingefroren werden. 

1 0. Verfahren nach Anspruch 1 und 8, dadurch gekennzeichnet, daB Reaktionsgemische mit einem Volumen 
< 30 uJ direkt aus der Ldsung vakuumgetrocknet werden. 

1 1. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als inerte Gase Stickstoff, Helium oder Argon 
eingesetzt werden. 

12. Verwendung der komplexen multienzymatischen lagers tabilen Reaktionsgemische nach Anspruch 1 bis 
1 1 fur die Synthese, Modifizierung oder Analyse von Polypeptiden oder Nukleinsauren nach Rekonstitution 
in Wasser, wobei jeweils eine oder mehrere spezifische SchlGsselkomponenten hinzugegeben werden. 

13. Verwendung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB die SchlGsselkomponenten radioaktiv- 
bzw. nichtradioaktiv-markierte Aminosauren oder deren entsprechende aminoacyl-transfer RNS-Molekfi- 
le, radioaktiv- bzw. nichtradioaktiv-markierte Nukleotide oder gegebenenfalls deren Derivate oder Oligo- 
mere, naturliche oder artifizielle Boten-RNS, DNS verschiedenen Ursprungs oder KLombinationen aus den 
obigen Substanzen sind. 

14. Verwendung nach Anspruch 12 und 13 fur die zellfreie ribosomale Proteinbiosynthese und gegebenen- 
falls fur die posttransiationale Modifikation von Peptides Polypeptiden und Proteinen. 

15. Verwendung nach Anspruch 12 und 13 fur die Replikation, reverse oder nichtreverse Transkription, 
gegebenenfalls Anreicherung oder Modifizierung von Nukleinsauren. 
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Abb. 1/B: Obelin-Translation in rektonstituierten Reaktionsgemischen bel 
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Abb. 2: Wnetiken der ObelintransJcftion in rekonsmulerten 25g(-Translaticnsgemschen nit 
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Abb. 3/A: Klnefiken der Obeiinirans latibn in rekons tilulerten und 
frlschen 50yl-T rans lationsgemischen - E InfiuS der 
Gefrlerirocknung 
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Abb, 4: LagerstabilitSt von SOpJ-Translationsgemischen in Abhangigkeit 
von der Zusammensetzung, Lagerstabilmachung und Lagerbedingungen 
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